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RESUMEN

En los distintos tipos de suelos, es posible encontrar bacterias simbiontes que
promueven el crecimiento vegetal, las cuales pueden ser asociadas a todos los tipos de
plantas, denominadas PGPR (del inglés Plant Growth Promoting Rhizobacteria). Este tipo de
bacterias contribuye al desarrollo de las plantas mediante diversos mecanismos. Chile cuenta
con una amplia variedad de ambientes, presentdndose de norte a sur, entre los que
encontramos: Desérticos, mediterraneos, templado-lluviosos, oceanicos y semi-aridos. Sin
embargo, aquellos ambientes deficientes en términos agrondmicos no son estudiados en
profundidad debido al poco interés productivo que estos presentan a nivel de suelo. Asimismo
ambientes que si son productivos agrondmicamente se estan viendo afectados por la
disminucién en el rendimiento de los suelos, a causa del uso intensivo de fertilizantes
quimicos, principalmente en base a P y N. Por otra parte, el cambio climatico ejerce su efecto
afio a afio de manera paulatina, incrementando cada vez mas el estrés abidtico en plantas a
través de sequia, aumentos de temperatura, salinidad, erosion y otros.

Los objetivos de este trabajo fueron estudiar la composicion y estructura de las comunidades
rizobacterianas dos suelos con caracter arido (Desierto de Atacama y estepa Patagdnica), en
contraste con suelos fértiles de Chile (Region de La Araucania), y aislar desde estos bacterias
con caracteristicas PGPR productoras de las enzimas Beta-propeller fitasa y 1-
aminociclopropano-1-carboxilato deaminasa. Ambos objetivos fueron llevados a cabo
mediante el uso de técnicas microbiologicas (uso de medios de cultivo selectivos) y de
biologia molecular (PCR, DGGE y secuenciacion). A partir de los experimentos realizados,
el analisis DGGE revelo la composicion de las comunidades rizobacterianas
correspondientes a cada rizosfera muestreada, encontrandose la presencia de los érdenes
Enterobacteriales, Actinomycetales y Rhizobiales en todos los ambientes. Es asi como
también mediante nMDS se encontraron diferencias en la estructura de las comunidades
rizobacterianas de los tres ambientes estudiados.

Respecto a la presencia de PGPR, 25 aislados bacterianos provenientes desde todos los
ambientes explorados reportaron la presencia de uno 0 ambos genes de interés para este
estudio. Todos los aislados obtenidos fueron capaces de producir la fitohormona acido indol-

3-acetico bajo condiciones de laboratorio.



SUMMARY

In different type of soils it is possible to find symbiotic bacteria promoting plant
growth, which could be in association with all type of species denominated PGPR (Plant
Growth Promoting Rhizobacteria). This kind of bacteria contributes to plant development in
several ways. Chile has a wide variety of environments from north to south, such as: desertic,
mediterranean, temperate, temperate-rainy, oceanic and semi-arids. However, environments
with unfavorable agronomic properties are not deeply explored, because of the low
productivity interest that those presents at soil level. In this terms, productive environments
are being affected by a decrease in soil yield, as a direct consequence of the intensive use and
abuse of chemical fertilizers (mainly based in P and N) in order to enhance productivity. On
the other hand, the climatic changes are being noticed with mayor intensity year after year,
increasing the abiotic stress in plants of diverse environments like drought, heat shocks, and
increments in soil salinity, soil erosion, among others.

The objectives of this work were study the composition and structure of rhizobacterial
communities and their structure from two Chilean soil with arid conditions (Atacama Desert,
and Patagonian Steppe), contrast them with fertile soils of Chile (Region de La Araucania)
and from them isolate bacteria with PGPR traits as production of Beta-propeller phytase and
l-aminocyclopropane-1-carboxilate deaminase. Both objectives were performed with
microbiologic techniques (use of specific culture mediums) and through molecular biology
procedures (such as PCR, DGGE and Sequencing).

As results of all the experiments performed, through DGGE we described the composition
of the rhizobacterial communities from all the sampled environments, reporting the presence
of Enterobacteriales, Actinomycetales y Rhizobiales orders in all sampled environments.
Also, with an nMDS analysis differences in the structure of the studies communities were
described.

On the other hand, 25 PGPR isolates were obtained from all three environments sampled,
which contains one or both genes of interest for this study. All isolates obtained were capable

of produce the phytohormone indole-3-acetic acid production, under laboratory conditions.



1.- INTRODUCCION

El desarrollo de la agricultura moderna exige en gran medida la busqueda de mecanismos
que permitan aumentar el rendimiento de los distintos cultivares. En este topico, existe una gran
dependencia por el uso de fertilizantes quimicos, con un particular énfasis en aquellos basados en
nutrientes como el N y P. El P, macronutriente esencial para los organismos vivos se aplica al suelo
en forma de fosfatos, los cuales son obtenidos mediante la mineria de la roca fosforica. Mediante
mineria, el P se obtiene desde estas rocas, las cuales actualmente son un recurso no renovable. En
estos términos, la mineria de roca fosforica predice que esta se agotara de aqui a los proximos 100
afios alcanzando un punto maximo de extraccion para el aio 2030 (Cordell et al., 2009; Suh y Yee,
2011). El relacion al consumo de fertilizantes basados en P, su consumo ha aumentado
exponencialmente desde principios del siglo pasado, comenzando con un consumo promedio de 5
Mt (millones de toneladas) a 30 Mt de P aplicado reportado en las ultimas décadas, donde
estimaciones realizadas por Steen (1998), predicen que para el afio 2050 ese consumo podria llegar

hasta los 60 — 70 Mt.

Sumado a esto, diversos estudios predicen que el cambio climatico regente tendré efectos negativos
sobre la productividad de la agronomia (ej.: cultivares de trigo). Estos efectos podrian categorizarse
como directos o indirectos, de acuerdo a su naturaleza, y entre sus causas podemos encontrar: Olas
de calor, aumento en la salinidad de los suelos, sequias prolongadas e inundaciones (Atkinson y
Urwin, 2012; Grover et al., 2010). Es asi, como actualmente muchos cultivos alrededor del mundo
se estan viendo afectados por un fuerte estrés hidrico, debido a la reduccion sustantiva de las
precipitaciones, que ha ido de la mano con un aumento de la temperatura del aire. Bajo este
escenario, y tomando en cuenta la creciente demanda por alimentos proporcional al aumento de la
poblacion humana, es necesario desarrollar nuevas estrategias que permitan proteger la industria

agrondmica, y subsecuentemente la produccion alimentaria.

Por otro lado, en la rizosfera de todos los tipos de plantas, existen comunidades bacterianas que se
relacionan con las plantas de diversas maneras. Dentro de estas comunidades es posible encontrar
relaciones entre organismos tales como simbiosis, mutualismo y parasitismo. Estas comunidades

regularmente se diferencian unas de otras por el suelo en el cual de desarrollen, por lo que en su



composicion es posible encontrar bacterias férreamente adaptadas a un tipo de rizosfera en

especifico.

Es asi, que en esta constante interaccion, las plantas entran en contacto con una amplia variedad de
cepas bacterianas que poseen la capacidad de promover el crecimiento vegetal (PGPR),
confiriéndoles ademas la capacidad de tolerar algunas enfermedades (Berrendeen et al., 2012). En
este sentido, distintos mecanismos se han descrito mediante los cuales las bacterias ejercen su
efecto benéfico sobre las plantas a traves de la raiz de estas. Entre estos mecanismos, uno de los
estudiados en abundancia es la solubilizacion de P (Bhattacharyya y Jha, 2012). Al aplicar P a los
suelos mediante fertilizacion quimica, una alta cantidad del fosfato aplicado es acomplejado en
forma de P orgénico (P,), y una de sus formas mas abundante en los suelos es denominada fitato.
Los fitatos, son sales del 4cido fitico altamente estables y dificiles de hidrolizar. (Turner et al.,
2002), desde donde mediante solubilizacion es posible obtener P inorganico (P;) disponible para
las plantas (Mullen, 2005; Turner et al., 2002). Esto, es posible gracias a enzimas denominadas
fitasas, donde la tasa de solubilizaciébn mas elevada es atribuida al grupo de las Beta-propeller

fitasas.

Otro efecto promotor del crecimiento de gran interés agronémico consiste en un aumento a la
tolerancia que las plantas presentan frente a diversos tipos de estrés abidtico. Bajo condiciones de
estrés, las plantas presentan cambios metabolicos, como el aumento de las concentraciones
intracelulares de etileno, fitohormona que de producirse prolongadamente tiene efectos deletéreos
para la planta, por lo que finalmente esta termina muriendo (Yang y Hoffman, 1984). En la
rizésfera, existen bacterias que mediante la enzima I-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC)
deaminasa son capaces hidrolizar el precursor inmediato del etileno, el ACC, ayudando
indirectamente a la planta a tolerar los efectos adversos que el estrés abidtico pudiese generar sobre
esta, promoviendo su crecimiento de manera indirecta (Bhattacharyya y Jha, 2012; Glick et al.,

2007; Martinez-Viveros, 2010).

Actualmente, Chile es reconocido por presentar una amplia diversidad climatica, que por efecto
directo ha generado la formacion de diversos ecosistemas de norte a sur. En estos ecosistemas, es
posible encontrar una gran diversidad de especies vegetales, que pueden ser de vida silvestre, asi

como de interés agronomico. Sin embargo, a pesar de la amplia diversidad presente, pocos estudios



son llevados a cabo en ambientes con condiciones desfavorables para la agronomia, de acuerdo al
poco interés que estos sustentan. A pesar de lo mencionado, un factor rara vez considerado es el
hecho de que a nivel de rizosfera de plantas que se encuentran en ambientes con condiciones
desfavorables, existen bacterias que estan fuertemente adaptadas para entregar a la planta los
nutrientes que esta necesite, independiente de las condiciones del suelo donde se encuentran. Es
asi que mediante este estudio se pretende comprender la estructura de estas comunidades presentes
en la rizésfera, su composicion y ademds explorar la presencia de PGPR con la capacidad de

solubilizar fitato e hidrolizar ACC descritas anteriormente.



2.- REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Fosforo, recurso mineral no renovable

El fosforo (P) es un elemento esencial en todos los organismos vivos, formando parte de
moléculas tan importantes como el DNA o el ATP, encargadas de almacenar la informacion
genética y de entregar energia quimica a las células, respectivamente. (Suh y Yee, 2011).
Asimismo, el P cumple un rol fundamental en lo que es el desarrollo de las especies vegetales, y a
diferencia de elementos como el nitrogeno (N), no existe una fuente atmosférica desde donde las
plantas puedan captarlo. (Ezawa et al., 2002; Govindasamy et al., 2011). De manera natural, el
fosforo se encuentra sobre la corteza terrestre en forma de roca fosfato, donde por procesos de
lixiviacion y desgaste es movilizado al suelo. Dado que la liberacion de P requiere bastante tiempo
en forma natural, es que desde principios de siglo (con el desarrollo de la agronomia intensiva) se
realiza fertilizacion mediante la adicion de fosforo inorganico (Pi) a los distintos cultivos. (Steen,
1998). El P; se obtiene principalmente mediante la mineria de la roca fosforica y suplementado con
N, Ky acido sulfarico (como fuente de S) (Cordell et al., 2011).

Segun datos recopilados por Steen, (1998), con el aumento sostenido de la poblacién mundial, es
que para suplir las necesidades alimentarias el consumo de P; ha incrementado exponencialmente
desde 1930, donde hasta el afio 1995 se consumian 30 millones de toneladas (Mt), estimando que
para el afio 2050 la tendencia se mantenga, pronosticando entre 60-70 Mt. La tendencia al consumo
exacerbado de Pi, hace prever que las reservas naturales de roca fosforica se agotarian durante los
préximos 50 a 100 afios (Steen, 1998), por lo que es necesario buscar alternativas sustentables a la
obtencion de este mineral (Ashley et al., 2011; Cordell et al., 2011; Steen, 1998; Suh y Yee, 2011).
Haciendo uso de nuevas tecnologias, se pretende obtener rendimientos agrondmicos comparables
a los que se obtienen en la actualidad (Suh y Yee, 2011), ayudando también a combatir problemas
generados por la aplicacion de Pi al suelo como la eutrofizacién de masas de agua por lixiviacion
de P organico (Po) remanente de la fertilizacion (McDowell y Sharpley, 1995; Sharpley et al., 2008;
Vadas et al., 2005).



A pesar del uso intensivo de Pi, Shang et al (1992), menciona que en suelos fertilizados, un 90%
del P; afiadido es adsorbido rapidamente a las particulas del suelo, o también precipitado por
cationes. De acuerdo a estos datos, se ha descrito que en paises como EE.UU. solo 15% del P;
aplicado como fertilizante es aprovechado, del 85% restante, existe un 66% que es desaprovechado
por la agricultura, siendo devuelto al suelo en forma de P, (42% atribuible a desechos de ganado,
24% atribuible a desechos de cultivos) (Suh y Yee, 2011).

2.1.1 Fosforo organico y su permanencia en los suelos

El Po, puede llegar a constituir entre un 30 - 50% del P total en suelos que reciben
fertilizacion (Turner et al., 2003). Segun Anderson, 1980, los inositol-fosfatos (IP) son las formas
predominantes de P, en el suelo. Estas moléculas insolubles se componen de un anillo inositol y
de 1 a 6 grupos fosfato (Turner et al., 2002), donde a mayor cantidad de grupos fosfato en la
molécula, méas persistente es en el suelo, distribuyéndose de la siguiente manera: 82:12:4:1%
respectivamente para IPe:IPs:IP4:1P3 (Anderson, 1980). IPs (myo-inositol 1, 2, 3, 4, 5, 6-
hexakisdihidrogenofosfato) recibe el nombre de acido fitico (Fig. 1), y en combinacién con otras
sales forman el grupo de los fitatos. Los fitatos, son sintetizados para acumular inositol y fosfatos
en semillas y grano representando entre un 60 - 90% del P total contenido en las plantas (Reddy et
al., 1982), siendo este el mayor reservorio a nivel vegetal (Lott et al., 2000; Turner et al., 2002).

Algunos autores han mencionado que existen plantas con la capacidad de utilizar fitato como fuente
de P de manera natural (Helal y Sauerbeck, 1991; Tarafdar y Claassen, 1988), sin embargo estudios

mas recientes manifiestan que su capacidad de solubilizar el fitato es muy baja (Idriss et al., 2002).

En el suelo, los fitatos se encuentran adsorbidos a particulas coloides (gj.: arcillas), o precipitados
como sales insolubles de Al, Fe, y Zn en suelos acidos, Mg, Ca en suelos alcalinos (Shang et al.,
1992; Turner et al., 2002) y para solubilizarlos es necesaria la presencia de enzimas hidroliticas
denominadas myo-inositol-hexakisfosfato-fosfohidrolasas, o comdnmente fitasas, presentes

principalmente en bacterias y hongos.



(a)

(b)

Figura 1. Acido fitico. pH < 5 (a); pH > 12 (b) (Turner et al., 2002)

Actualmente, aquellas bacterias que solubilizan P son consideradas dentro de un grupo particular
de bacterias que promueven el crecimiento vegetal, denominado PGPR (del inglés: Plant Growth

Promoting Rhizobacteria) (Bhattacharyya y Jha, 2012).

2.2 Cambio climéatico y sus efectos

El cambio climatico regente que ha reflejado sus efectos desde principios de la revolucion
industrial (ej.: aumento de temperaturas y disminucion de precipitaciones en un gran nimero de
ambientes) (Aradjo y Rahbek, 2006) repercute en todas las formas de vida del planeta, generando
cambios en la estructura de ecosistemas marinos (Harley et al., 2006; Hays et al., 2005), terrestres
(Craine et al., 2010; Garrett et al., 2006; Thuiller, 2007) e incluso repercutiendo en los patrones
migratorios de las aves (Crick, 2004). Asimismo, también se han reportado efectos en como la
poblacion humana y sus actividades se adaptan a esta situacion (DeMenocal, 2001; Hansen et al.,
2012; Hulme et al., 2001; McLeman y Smit, 2006; Rosenzweig y Parry, 1994).



Entre las actividades humanas mas afectadas por el cambio climéatico se encuentra la agricultura
(Rosenberg 1992; Lal 2004; Richter y Semenov 2005; Howden et al. 2007; Tubiello et al. 2007).
Es en este topico, donde diversos autores describen que la combinacion de cambio climético y la
creciente poblacion humana son un punto critico a tratar en un corto plazo, de acuerdo a la potente
demanda alimentaria que azota al planeta (Cordell et al., 2009; Lobell et al., 2008; Rosenzweig y
Parry, 1994).

Para una agricultura sustentable, es necesario tener condiciones a nivel de suelo (temperatura,
humedad, pH, salinidad) que sean optimas, por lo que al cambiar progresivamente el clima, cambia
el ambiente, y de la misma manera puede aumentar o disminuir el rendimiento de los suelos (Olesen
y Bindi, 2002). Es sefialado ademas que los cultivares pueden adaptarse a estas nuevas condiciones.
Olesen y Bindi., (2002), reportaron un aumento de eficiencia de agua de hasta un 50% en plantas

de trigo, al doblar las concentraciones de CO; atmosférico.

Sin embargo, autores describen que el cambio climético tiene un efecto principalmente negativo
sobre la agricultura y la produccién mundial de cultivares (ej.: Trigo) debido a periodos de sequia,
abundantes precipitaciones, olas de calor y dafio por heladas (Grover et al., 2010; Rosenberg,
1992). En este contexto, con el aumento progresivo de la temperatura y la disminucion de
precipitaciones, la disminucién de la humedad a nivel de suelo aumenta, y la sequia es una de las
problematicas mas importantes de tratar en el corto plazo (Rosenberg, 1992). De hacerse sostenido
el cambio climético para los proximos afios, se prevén disminuciones en la capacidad de campo de
los suelos, erosion de estos y cambios en el sistema de evapotranspiracion de las plantas
(Rosenberg, 1992), como también cambios en la distribucion natural de estas (Kelly y Goulden,
2008) y desaparicion de variedades no tolerantes al estrés (Eitzinger et al., 2003). Segln otros
autores sera necesario aumentar constantemente los caudales de regadio, junto con el desarrollo de
tecnologias para aumentar la retencién de humedad en zonas que sean criticas (Howden et al.,
2007), ya que se estima que para el afio 2070 se requerira un 5 - 8% de aumento en la capacidad de
regadio en comparacion con la actualidad, cifra que se eleva a un 20% para el afio 2080 (Tubiello
et al., 2007).



Es asi como otras publicaciones sefialan que para suelos cultivables con condiciones hidricas
parcialmente deficientes el rendimiento podria disminuir en un 50% dentro de los préximos 30
afios, caso que entre los proximos 50 a 100 afos ocurriria también en suelos donde las condiciones

hidricas son favorables (Richter y Semenov, 2005).
2.2.1 Estrés por cambio climético

Cuando las condiciones climaticas cambian sostenidamente en el tiempo de la manera
descrita, las plantas suelen adaptarse. Es sabido que de manera natural las plantas siempre estan
expuestas a condiciones desfavorables, como puede ser excesiva intensidad luminica,
inundaciones, sequia, metales pesados, contaminacién por compuestos organicos de alto peso
molecular, radiacion UV, dafio mecéanico, alta salinidad y fitopatogenos (Abeles et al., 1992; Glick
et al., 2007). Dado que las plantas no pueden moverse de un ambiente a otro a voluntad, al estar
sometidas a estrés estas modifican su metabolismo hasta que las condiciones ambientales sean
ideales nuevamente, o en su defecto, hasta que el estrés sea tolerable (Kim et al., 2012). Estas
modificaciones inhiben el crecimiento vegetal, debido a que la planta a modo de protegerse produce
fitohormonas (principalmente auxinas y etileno) que le permitan sobreponerse a los efectos
deletéreos que el estrés genera (Glick y Penrose, 2004; Grichko y Glick, 2001; Kim et al., 2012;
Mayak et al., 2004), entre estos compuestos, uno de los mas estudiados es el etileno (Argueso et
al., 2007; Brown, 1972; Czarny et al., 2006; Glick, 2012; Glick et al., 1995, 1998, 2007; Grichko
y Glick, 2001; Kim et al., 2012; Muday et al., 2012; Rashid et al., 2012).

El etileno es una de las moléculas con actividad organica mas simples, funcionando como regulador
directo del crecimiento vegetal en concentraciones muy bajas (0,05 pL L) (Abeles et al., 1992).
Entre sus roles, Abeles, 1992, sefiala que el etileno en plantas vasculares controla respuestas como
la formacion de tallo y raiz, maduracion de frutos, germinacion de semillas, desarrollo de yemas
laterales, abscisidn de hojas e incluso la floracidn. Sin embargo, también sefiala que bajo estrés, la
exposicion prolongada al etileno gatilla un fendémeno denominado “estrés del etileno”, causado por
una biosintesis acelerada del etileno, que puede desencadenar la muerte de la planta (Morgan y
Drew, 1997).



2.3 Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal como herramienta biotecnoldgica

Dentro de la rizésfera es posible encontrar una amplia diversidad de organismos
(principalmente microorganismos, como hongos y bacterias). Segun Beattie (2006), un porcentaje
mayor de las rizobacterias son comensales y no producen efecto alguno en el huésped, por lo que
su interaccion se categoriza como neutra. Aquellas rizobacterias que por otra parte son patdgenas
0 generan dafios al huésped (ej.: mediante liberacion de &cido cianhidrico) (Bhattacharyya y Jha,
2012) se describe que presentan interaccion negativa (Whipps, 2001). Asimismo, en asociacion a
todos los tipos de plantas, existen bacterias que presentan interaccion positiva, las cuales
promueven el crecimiento vegetal, denominadas PGPR (Berendsen et al., 2012; Kloepper et al.,
1980). Estas bacterias, que pueden ser simbiontes obligadas como de vida libre, se encuentran en
casi todos los ambientes y debido a sus caracteristicas, ofrecen una alternativa para el reemplazo
de fertilizantes quimicos, pesticidas y agroguimicos (Bhattacharyya y Jha, 2012). Segun la parte
de la planta donde actlen se las clasifica como ePGPR (extracelulares) e iPGPR (intracelulares)
(Martinez-Viveros, 2010). El grupo iPGPR concentra aquellas PGPR simbiontes que se encuentran
generalmente dentro de nodulos especializados, y aquellas actinobacterias del genero Frankia
(Bhattacharyya y Jha, 2012). Algunos géneros iPGPR son: Allorhizobium, Azorhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium y Rhizobium (Wang y Dai, 2010; Wang y Martinez-Romero,
2000). En contraste, el grupo ePGPR agrupa aquellos géneros que se encuentran de manera libre
en la rizosfera, rizoplano y espacios intercelulares del cortex radical. Los géneros caracteristicos
de este grupo son: Agrobacterium, Arthrobacter, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Caulobacter,
Chromobacterium, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Micrococcus, Pseudomonas, Yy
Serratia (Gray y Smith, 2005). Entre las ePGPR, Paenibacillus polymyxa y Bacillus subtilis son
descritos como organismos modelo para estudiar caracteristicas PGPR, de acuerdo a su capacidad
para colonizar y persistir en los suelos, en base a la capacidad para formar endosporas que ambas

especies poseen (Govindasamy et al., 2011).

2.3.1 Mecanismos de accion de Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
Generalmente, las PGPR son Gram (-), presentan forma de bacilo (Bhattacharyya y Jha

2012), y entre las caracteristicas que promueven el crecimiento vegetal encontramos:



Solubilizacion y mineralizacion de P, produccién de sideréforos, fijacion bioldgica de N,
produccion de antibidticos, produccion de &cidos orgénicos y compuestos volatiles, induccion de
resistencia sistémica, producciéon de fitohormonas (ej.: Acido indol-3-acetico, AIA) y otras
(Bashan y Luz, 2010; Gupta et al., 2000; Martinez-Viveros, 2010). Las PGPR pueden presentar
una 0 mas de estas caracteristicas. Segun Glick (1995), las PGPR pueden actuar de manera directa
o0 indirecta, de acuerdo a las caracteristicas previamente mencionadas y por lo mismo diversos
autores las clasifican como: Biofertilizantes (Somers et al., 2004; Vessey, 2003), fitoestimuladoras
(Lugtenberg y Kamilova, 2009; Lugtenberg et al., 2002; Somers et al., 2004), biopesticidas
(Somers et al., 2004; Vessey, 2003), rizoremediadoras (Burd et al., 1998; Glick, 2003, 2010;
Lugtenberg y Kamilova, 2009) y reductoras de estrés (Glick y Penrose, 2004; Kim et al., 2012;
Lugtenberg y Kamilova, 2009; McDonnell et al., 2009).

En relacion a los efectos que estas generan, se ha descrito que diversos aislados PGPR incrementan
el tamafio de las plantas en funcion al largo del vastago, raiz y aumento de peso seco en cultivos
de papa, tomate, maiz y trigo (Bhattacharyya y Jha, 2012) lo que las hace potenciales candidatas
para reemplazar el uso de productos agroquimicos, sin embargo, (Bashan y Holguin, 1998; Lucy
etal., 2004) sefialan que la efectividad de las PGPR puede ser exclusiva de alguna especie, genotipo
o cultivar. Es por ello que diversos autores sefialan que aun falta comprender en profundidad los
mecanismos mediante los cuales acttan las PGPR, dado que en la actualidad cada caracteristica de
interés se estudia por separado (Lugtenberg y Kamilova, 2009).

2.3.1.1 Potencial promocién de crecimiento vegetal por de rizobacterias productoras de

fitasas

Las fitasas, catalizan la hidrolisis del acido fitico en una molécula de inositol (o sus precursores
inmediatos), metales y ortofosfatos (PO4) (Yao et al., 2012). Entre los tipos de fitasas descritos se
encuentran (en inglés): Beta-propeller fitasas (BPP), Fosfatasas acidas-histidinas (HAP) y
Fosfatasas purpura-acidas (PAP) (Jorquera et al., 2008; Tang et al., 2006; Tran et al., 2010; Tye et
al., 2002). A estas fitasas, se suma una enzima denominada Fosfatasa alcalina (ALP) (presente una
mayor diversidad de organismos) que de igual manera es capaz de liberar ortofosfatos desde

diversos tipos de moléculas (Thioulouse et al., 2012). Segun Jorquera et al (2008b), las fitasas se
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encuentras distribuidas en plantas, animales y microorganismos. En este contexto, estudios
reportan que las fitasas secretadas por microorganismos tienen mayor actividad en comparacion a
organismos superiores (Pandey et al., 2001; VVohra y Satyanarayana, 2003), destacandose aquellas
producidas por bacterias, sobre todos los reinos (Rodriguez et al., 1999; Wyss et al., 1999), esto
debido a su alta resistencia a protedlisis, mejor eficiencia catalitica y alta especificidad. Ejemplo
de ello es la aplicacion de fitasas bacterianas como suplemento alimenticio en la dieta de animales

de granja mono-gastricos como cerdos y aves (Jorquera et al., 2008; Yao et al., 2012).

El mecanismo por el cual actuan las fitasas bacterianas (Fig. 2) parte con la secrecion de las enzimas
al suelo, formando complejos con las particulas del suelo de la misma manera que los IP, y también
hidrolizando moléculas de fitato ya presentes en este, liberando P; y previniendo la acumulacién
de Po (Mullen, 2005). En el caso de estar en presencia de sales de fitato conjugadas con Al y Fe,
las fitasas no son capaces de hidrolizar las moléculas por si solas (Turner et al., 2002). Sin embargo
cuando hay deficiencias de Pj, las plantas liberan acidos organicos por la raiz (malato, citrato,
oxalato, y otros) que mineralizan el P;, para facilitar su solubilizacion. Ha sido demostrado que la
liberacion de citrato contribuye a la mineralizacion de sales de fitato conjugadas con AI®* Fe?*,
Fe3*y Zn?* (Tang et al., 2006). Esto se sustenta en estudios realizados por Earl et al., 1979 y Traina
et al., 1986 donde sefialan que las concentraciones de Pi en el suelo aumentan entre 10 a 1000 veces
en presencia de &cidos organicos, los cuales desorben el Pi de constituyentes del suelo como
Al(OH)3zy Fe(OH)s.
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Figura 2. Mecanismo de accidn de las fitasas bacterianas (Jorquera et al., 2008)

2.3.1.1.1 Rizobacterias promotoras del crecimiento productoras de Beta-propeller fitasa

Dadas las precarias condiciones para degradar el fitato por parte de la plantas, las fitasas bacterianas
aparentan ser la alternativa correcta para recuperar el P, presente en los suelos (Jorquera et al.,
2008, 2012, 2013; Menezes-Blackburn, 2013; Vats y Banerjee, 2004). De entre todos los tipos de
fitasas, el mas eficiente hasta el momento reporta ser BPP (descrito inicialmente en Bacillus), de
acuerdo a su actividad catalitica, especificidad, termoestabilidad y capacidad de trabajar en un
amplio rango de pH (Choi et al., 2001; Fu et al., 2008; Jorquera et al., 2011; Kerovuo et al., 1998;
Kim et al., 1998; Li et al., 2011; Powar y Jagannathan, 1982; Shimizu, 1992; Tye et al., 2002;
Yadav et al., 2011). BPP han sido descritas en otros géneros bacterianos como Klebsiella (Huang
et al., 2009), Pseudomonas (Jorquera et al., 2012), Paenibacillus (Jorquera et al., 2011),
Shewanella (Cheng y Lim, 2006; Huang et al., 2009), Pedobacter (Huang et al., 2009).

Por otro lado, estudios demuestran que la inoculacion de plantas con PGPR que presentan la enzima

BPP promueven el crecimiento vegetal (Idriss et al., 2002). Asimismo, experimentos realizados
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en plantas de Nicotiana tabacum donde se insert6 el gen codificante para BPP (Lung et al., 2005)
revelaron una promocion del crecimiento de la raiz, en agar solido suplementado con fitato como

Unica fuente de P.

2.3.1.2 Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal con actividad 1-aminociclopropano-
1-carboxilato deaminasa

Al igual que en la solubilizacién de P, existen rizobacterias que tienen la capacidad de regular los
niveles de etileno dentro y fuera de las plantas (Chernin y Glick, 2012; Glick, 2012; Glick et al.,
1998; Ma et al., 2003; Madhaiyan et al., 2006; Mayak et al., 2004; Shah y Li, 1998; Shaharoona
et al., 2006). Esto se basa en la hidrolisis del precursor inmediato del etileno, el &cido 1-
aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) mediante la enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato
deaminasa (ACC deaminasa) en a-ketobutarato y amonio (NH4) (Glick et al., 1998). Esta hidrolisis,
ayuda a las plantas a tolerar los efectos adversos que el estrés ambiental genera, asi como también
previniendo el estrés por etileno. Esta enzima (codificada por el gen acdS) ha sido reportada en
bacterias en los géneros Enterobacter (Jha et al., 2012), Pseudomonas (Jorquera et al., 2012;
Kamala-Kannan et al., 2010), Rhizobium (Duan et al., 2009), Burkholderia (Weisskopf et al.,
2011), Azospirillum, Agrobacterium (Blaha et al., 2006), asi como también en algunos hongos (Jia
etal., 1999). La presencia del gen acdS en multiples géneros es explicada por Hontzeas et al. 2005,
donde sefialan que existe evidencia de que este gen es transferido horizontalmente.

El mecanismo mediante el cual las bacterias con actividad ACC deaminasa estimulan de manera
indirecta el crecimiento vegetal fue descrito por Glick et al., (1998) (Fig. 2), y se sustenta en la
produccion de AIA (en presencia de triptéfano u otros exudados radicales) por PGPR que se
encuentren en la raiz o semilla de una planta en desarrollo. La produccion de AlA puede estimular
elongacion celular, proliferacion celular, o inducir la actividad de ACC sin tasa de metabolizar S-
adenosilmetionina en ACC. Parte del ACC producido es exudado radicalmente y secuestrado por
bacterias con actividad ACC deaminasa. Al disminuir la concentracion de ACC en la rizosfera, la
planta libera mas ACC al medio, nutriendo a las bacterias de C y N a medida que es hidrolizado.
Esto permite disminuir la inhibicion en el crecimiento radical de las plantas, producida por el

etileno.
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Figura 3. Ruta metabdlica de ACC deaminasa (Glick et al., 1998).

En este contexto Glick et al., (1998); Li et al., (2000), mediante mutagenesis al gen acdS en P.
putida Gr12-2 y Enterobacter cloacae UW4 respectivamente, demostraron que las cepas mutadas
no regularon los niveles de etileno a nivel de raiz en plantas de canola, donde solo las cepas ‘wild

type’ estimularon el crecimiento radical.

Asimismo, estudios recientes reportan que la inoculacién con PGPR que presenten actividad ACC
deaminasa promueven el crecimiento vegetal en plantas de maiz (Zea mays L.) (Kausar y Shahzad,
2006; Shahzad et al., 2013), tomate (Solanum lycopersicum) (Onofre-Lemus et al., 2009), y aji
(Capsicum annuum L.) (Siddikee et al., 2011), como ademas pueden contribuir en procesos de
fitorremediacion (Arshad et al., 2007; Glick, 2003, 2010; Zhang et al., 2011).
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2.4 Diversidad climética de Chile

Chile tiene 4200 kms. de extension, con un ancho variable entre 90 a 460 kms y se
caracteriza por presentar grandes contrastes en términos de clima, geologia, vegetacion, suelo y
recursos hidricos (Roberts y Diaz-Vial, 1957), donde el clima y los recursos hidricos controlan en
gran medida las caracteristicas de los suelos y la vegetacion, asi como su calidad, productividad y

usos.

Di Castri y Hajek (1976) realizaron una clasificacion bioclimatolégica de Chile, describiendo que
de norte a sur Chile presenta condiciones absolutamente desérticas (Norte grande, XV, | y Il
Regiones), evidenciandose una disminucion en las temperaturas conforme se avanza hacia el sur
(Norte chico, Il y IV Regiones), donde el clima tiene una tendencia mediterranea. Desde la zona
centro (Region metropolitana) hasta la VIII regién, el clima es netamente mediterraneo. Sin
embargo, desde la IX Regidn a la X Regidn se acenttan influencias oceanicas en el clima, lo que
lo caracteriza como templado lluvioso. Entre la X y XII Regiones el clima es completamente

oceanico, con tendencias semi-aridas en las estepas Patagonicas.

Es asi, que de acuerdo a los distintos climas de Chile, es posible encontrar una amplia diversidad a

nivel de ecosistemas.

2.4.1 Condiciones aridas: Desierto de Atacama y estepa Patagénica

2.4.1.1 Desierto de Atacama

El Desierto de Atacama se encuentra ubicado en el extremo norte de Chile y esta descrito como el
desierto mas arido del mundo (Clarke, 2006; McKay et al., 2003). Se ha descrito que las
condiciones de aridez han sido sostenidas en el Desierto de Atacama durante los ultimos 150
millones de afios (Hartley y Chong, 2005), describiendo al Desierto de Atacama con la sigla Ea23
en la escala de Meigs (E=Extremo arido; a=sin periodo definido de precipitaciones (pp.);
2=temperatura media entre 10° y 20° durante en meses frios; y 3=temperatura media entre 20° y
30° en meses mas calidos). En este contexto, se ha descrito que si bien la temperatura del aire no

es extremadamente alta, en zonas extremas (como el Valle de la Muerte) puede ascender hasta los
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50°C durante varios dias (McKay et al., 2003), asimismo, Clarke (2006), sefiala que las pp.
aumentan de Norte a Sur, aunque son extremadamente débiles (0,5 — 0,6 mm de pp. anuales).

Los suelos del Desierto de Atacama a pesar de las condiciones adversas, pueden presentar materia
organica. Navarro-Gonzalez et al., (2003), mediante cromatografia gaseosa (pyr-GC-MS)
encontraron materia orgénica en distintos lugares del Desierto de Atacama, obteniendo resultados
en partes por billon (ppb.) para la zona méas arida. Conforme aumentaba la aridez, aumento también
la concentracion de acido formico y benceno, resultados inversamente proporcionales al nimero
de unidades formadoras de colonias por gramo de suelo (UFC/g) reportado. Asimismo, el pH de
los suelos descrito por Navarro-Gonzélez et al., (2003) no afecta el desarrollo de bacterias del
suelo, puesto que toma valores entre 5,5 - 8,6.

En el Desierto de Atacama diversos autores han reportado la presencia de los phylum
Actinobacteria, Proteobacteria y Firmicutes, donde en Actinobacteria se describen principalmente
Streptomyces y Frankia (Connon et al., 2007; Okoro et al., 2009; Santhanam et al., 2012). En
Proteobacteria es posible encontrar representantes de los géneros Rhodopseudomonas,
Enterobacter, Sphingomonas, Mesorhizobium, Bradyrhizobium, y Burkholderia (Lester et al.,
2007). Asimismo, en Firmicutes se han reportado representantes cosmopolitas del phylum como

Bacillus subtilis y Bacillus pumilus (Lester et al., 2007).

Las bacterias que habitan los suelos del Desierto de Atacama se caracterizan por ser altamente
tolerantes a condiciones adversas, particularmente sequia y radiacion ultravioleta (UV) (Paulino-
Limaetal., 2013).

2.4.1.2 Estepa Patagonica

Por otra parte, la estepa semi-arida de la Patagonia chilena comprende solo una porcion del
territorio patagon, siendo poco explorado y descrito segin la literatura. Se caracteriza
principalmente por ser una zona donde las condiciones de aridez de este ambiente estan
determinadas por las precipitaciones ademas de otros factores como la composicion del suelo
(Paruelo et al., 1988).
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Los suelos patagones derivan en su mayoria de material volcénico y glaciar, presentando un alto
porcentaje de grava y piedras, lo que afecta directamente el drenaje de los suelos, reduciendo la
capacidad de campo de estos en alrededor de un 50% (Paruelo et al., 1988; Sala et al., 1989). Al
igual que en zonas aridas, la vegetacion de la region semi-arida de la Patagonia chilena se encuentra

dominada por especies herbaceas y arbustivas (Sala et al., 1989).

La diversidad bacteriana de la Patagonia chilena no ha sido descrita aun, sin embargo las
caracteristicas de la estepa patagonica chilena son muy similares a las del pais vecino, donde se ha
descrito la presencia de géneros como Acinetobacter, Achromobacter, Brevundimonas,
Burkholderia, Enterobacter, Nocardia, Pantoea, Pseudomonas, Gordonia, Bacillus, Rhodococcus,
y Sphingobacterium (Acuifia et al., 2010, 2010; Olivera et al., 2005).

2.4.2 Condiciones fértiles: Regién de La Araucania

La Regién de La Araucania presenta caracteristicas climaticas descritas como un régimen
templado-lluvioso con influencias oceanicas (BCN, 2013). En términos pluviométricos, la Region
de La Araucania se caracteriza por tener precipitaciones que varian entre 1500 a 2500 mm anuales
(Amigo y Ramirez, 1998; BCN, 2013), y periodos secos que duran entre 1 a 2 meses entre

Diciembre y Febrero.

Los suelos de la Regidn de La Araucania se caracterizan por ser mayoritariamente volcanicos
(Andisoles o Ultisoles) (Escudey et al., 2001; Jorquera et al., 2010; Langer et al., 2007). Estos
suelos a su vez, presentan alto contenido de materia organica, altos niveles de Al y Mn extraibles
y baja disponibilidad de Pi, Ca y Mo. Bajo ese precepto, presentan una alta capacidad de
intercambio cationico y un pH inferior a 5.5 (Borie y Zunino, 1983; Langer et al., 2007). La
abundante presencia de cationes como Al y Mn se debe a su naturaleza volcénica (Langer et al.,
2007). La baja disponibilidad de P, se debe principalmente a la interaccion de inositol-fosfatos con
cationes de Al y Fe presentes en el suelo, por lo que gran parte de P aplicado mediante fertilizacion
es retenido en el suelo, donde el P, puede representar mas del 50% del P total del suelo (Borie y
Rubio, 2003).

Jorquera et al., 2008a, aislaron bacterias mineralizadoras de fitato y solubilizadoras de fosfato,

donde mediante rRNA 16s reportaron la presencia de los géneros Enterobacter, Pseudomonas y
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Pantoea en la rizosfera de plantas crecidas en un suelo andisol. Asimismo, Jorquera et al., 2010,
mediante DGGE observaron que en las comunidades bacterianas rizosfericas de andisoles de la
Region de La Araucania predomina la presencia de los phylum Bacteroidetes, Proteobacteria,
Gemmatimonadetes, y Acidobacteria. Dichos resultados, se ven complementados con un estudio
realizado también por Jorquera et al., 2011, donde en el mismo tipo de suelos aislaron Bacillus y
Paenibacillus que presentaban el gen codificante para BPP, evidenciando la induccién que ejerce

la presencia de fitato en la produccion de BPP.
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3. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

3.1 Hipotesis

Las condiciones ambientales, la planta y el tipo de suelo en el cual se desarrolla la
rizosfera, son capaces de afectar la composicion y la estructura de las comunidades
rizobacterianas que en esta se desarrollan. Estas condiciones son una poderosa
herramienta para la seleccion y adaptacion de rizobacterias con potenciales mecanismos
PGPR, fuertemente arraigadas a suelos desfavorables, permitiendo el desarrollo de flora

en ambientes adversos.

3.2 Objetivo General

Explorar la composicion y estructura de las comunidades rizobacterianas en suelos
chilenos con condiciones aridas y condiciones fértiles y la presencia de bacterias con
potenciales mecanismos PGPR en el Desierto de Atacama, la estepa Patagonica y la

Regidn de La Araucania.

3.3 Objetivos Especificos

Aislar PGPR con la capacidad de degradar fitato desde la rizésfera de plantas de
Chuquiraga sp. (desarrolladas en la estepa Patagdnica) y Atriplex sp. (desarrolladas en el
Desierto de Atacama) y plantas de Lolium perenne L., Trifolium repens L., Taraxacum
officinale, Avena sativa L., Triticum aestivum L., Senecio sp. y Cortaderia sp.
desarrolladas en suelos de la Region de La Araucania, Chile.

Aislar PGPR con la capacidad degradar ACC (1-aminociclopropano-1-carboxilato)
desde la rizosfera de plantas de Chuquiraga sp. (desarrolladas en la estepa Patagonica) y
Atriplex sp. (desarrolladas en el Desierto de Atacama) y plantas de Lolium perenne L.,
Trifolium repens L., Taraxacum officinale, Avena sativa L., Triticum aestivum L.,

Senecio sp. y Cortaderia sp. desarrolladas en suelos de la Region de La Araucania, Chile.
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4. METODOLOGIA

4.1 Muestreo de suelos

Muestras de rizdsfera (raices y suelo adherido) (1 kg.) fueron recolectadas desde zonas con
régimen arido, semi-arido y templado lluvioso de Chile. Se colectaron 3 muestras rizosfericas de
Atriplex sp. crecidos en el Desierto de Atacama (AD), Region de Antofagasta (22°S, 68°0); 3
muestras rizosfericas de Chuquiraga sp. provenientes de la estepa Patagdnica (PT) (Regién de
Magallanes; 53°S, 70°0); 3 muestras rizosfericas de Senecio sp. y Cortaderia sp. fueron tomadas
desde el Parque Nacional Conguillio (NP) (Regién de La Araucania, 38°S, 71°0); 3 muestras
rizosfericas de una pastura naturalizada por 10 afios de Lolium perenne L., Trifolium repens L., y
Taraxacum officinale (Region de La Araucania, 38°S, 71°0); 3 muestras rizosfericas de Lolium
perenne L. (Regidn de la Araucania, 38°S, 72°0); 3 muestras rizosfericas de plantulas de dos meses
de Avena sativa L. (CC1) (Region de La Araucania, 38°S, 71°0) y 3 muestras rizosfericas de
Triticum aestivum L. (CC2) (Region de La Araucania, 38°S, 72°0).

4.2 Determinacion de unidades formadoras de colonias bacterianas

Se realiz6 una suspension de 1 g de muestras de rizésfera (por triplicado) en 25 mL de
solucién salina (NaCl 0.85%) que fue sonicada por 30 segundos a 130 watts (20 kHz).
Posteriormente se realizaron diluciones seriadas, las que fueron sembradas en los medios medio
minimos NM-1 (0.5 g I D-glucosa, 0.5 g I'! polipeptona, 0.5 g I Na-glutamato, 0.5 g I extracto
de levadura, 0.44 g IT KH2PO4, 0.1 g I (NH4)2SO4, 0.1 g I* MgSO4-7H,0, 15 g I agar
bacterioldgico, suplementado con 1 mL de solucién de vitaminas (1 g I nicotinamida, 1 g I
betaxina, 0.05 g I biotina, 0.5 g I"* acido 4-aminobenzoico, 0.01 g I vitamina Biz, 0.5 g I?,
vitamina Bs, 0.5 g I}, vitamina Be y 0.5 g I"* acido fdlico) (Sigma-Aldrich) (Nakamura et al., 1995)
y Extracto de suelo (SE) preparado con 500 mL I de extracto de suelo (1 kg de suelo proveniente
desde la region de La Araucania, [38°S, 72°0] mezclado con 2 g It de 50 mM NaOH y 15 g It de
agar bacterioldgico (Hamaki et al., 2005).
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Ambos medios de cultivo fueron suplementados con 100 pug ml? de ciclohexamida (Sigma-

Aldrich) para prevenir crecimiento fungico.

El conteo del total de bacterias heterotréficas cultivables fue estimado luego de 4 — 6 dias a 30°C.
Desde este punto, 760 unidades formadoras de colonias representativas fueron seleccionadas al
azar y transferidas a tubos de 5 mL y placas de agar con medio minimo suplementado con Na-fitato
(CeH18024 Ps-xNa-yH->0; Sigma-Aldrich) y ACC (CsH7NO2; Calbiochem®) como fuentes Unicas

de P y carbono-nitrégeno, respectivamente.

4.3 Comunidades microbianas y su composicion en la rizosfera

Las comunidades bacterianas que componen la rizésfera de los tres ambientes muestreados
fueron analizadas mediante electroforesis en gradiente de gel denaturante (DGGE), siguiendo la
metodologia descrita por Jorquera et al., 2010. EI DNA total de las muestras de suelo fue extraido
mediante Ultraclean Soil DNA Isolation Kit (Mo-Bio Laboratories), siguiendo las especificaciones
del fabricante. Las reacciones fueron llevadas a cabo mediante touchdown PCR utilizando los
primers EUB 933 (5’-GCA CAA GCG GTG GAG CAT GTG G-3) y EUB r1387 (5’-GCC CGG
GAA CGT ATT CAC CG-3’) (lwamoto et al., 2000), en 100 pL de volumen final (5X Flexi GoTaq
Green PCR Buffer, 0,2 mM dNTPs, 1,5 mM MgCI2, 0,2 uM Primer EUB 1933, 0,2 uM Primer
EUB r1387, 1,5 U GoTaq Taq Polymerase (Promega Inc.), 20 ng pl™! de templado) y se utilizo el
siguiente programa: 95°C por 10 min, 65°C por 1 min (disminuyendo 0,5°C por ciclo hasta los
55°C) y 72°C por 3 min. Luego se repitieron 10 ciclos con 55°C como temperatura de hibridacion,
luego 94°C por 1 min, 72°C por 3 min y un ciclo de extension final a 72°C por 7 min. Los productos
PCR fueron corridos en geles de agarosa-TAE 1,5% tefiidos con bromuro de etidio a 130 v por 30

min.

Para DGGE, se cargaron 30 pL de producto PCR en un gel de poliacrilamida al 6% (p/v) con
gradiente denaturante 40 — 70% (Urea 7 M y 40% formamida). La electroforesis se realiz6 durante
12 horas a 100 v, los geles fueron tefiidos con SYBR Gold (Invitrogen, Co.) por 30 min y
fotografiados en transluminador UV. Las bandas de interés fueron recuperadas, purificadas, re-

amplificadas y enviadas a secuenciar a Macrogen Inc, Korea.
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Los perfiles de bandas del DGGE fueron analizados mediante un dendrograma mediante el
software propietario Phoretix 1D (TotalLab Ltd). Utilizando los resultados entregados por el
dendrograma en forma de matriz, el andlisis de presencia y abundancia de grupos bacterianos se
llevé a cabo mediante un analisis no métrico de escala multidimensional (non-metric
multidimensional scaling) utilizando el software gratuito PAST (http://folk.uio.no/ohammer/past/)
utilizando el indice de similitud de Bray-Curtis.

4.4 Aislamiento de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal putativas
4.4.1 Aislamiento de rizobacterias degradadoras de fitato

Para la seleccion de bacterias solubilizadoras de fitato se centrifugo 1 mL de cultivo
bacteriano en medio LB a 4000 rpm. por 5 min. Se descarté el sobrenadante y se afiadié 1 mL de
solucion salina 0,85%. Este proceso se repitio tres veces bajo cdmara de flujo laminar y se
sembraron 10 uL (por triplicado) en medio PSM (Phytase-screening médium) compuesto por 10 g
I D-glucosa, 4 g I Na-fitato, 2 g I'* CaCl,, 5 g I't NHsNO3s, 0.5 g It KCI, 0.5 g I't MgSO4-7H20,
0.01 g I'Y, FeS04-7H,0, y 0.01 g I MnS04-H,0 y 15 g I de agar bacterioldgico (Kerovuo et al.,
1998). Las placas fueron incubadas a 30°C durante 3 a 4 dias donde se evalud la formacién de halo,

evidenciando la actividad fitasa por las bacterias inoculadas.

4.4.2 Aislamiento de rizobacterias degradadoras de 1-aminociclopropano-1-carboxilato

Se centrifugo 1 mL de cultivo bacteriano en medio LB a 4000 rpm. por 5 min. Se descarto
el sobrenadante y se afiadio 1 mL de solucion salina 0,85%. Este proceso se repitio tres veces bajo
camara de flujo laminar. Se sembraron (por triplicado) 10 puL en medio DF completo (4 g It
KH2PO4, 6 g It NazHPO4, 0.2 g I't MgS04-7H:0, 2 g I &cido gluconico, 2 g I acido citrico, y 1
mL de solucion de trazas 0.001 g It FeSO4-7H20, 0.01 g I H3BO3, 0.011 g It MnSO4-H20, 0.125
g It ZnS04-7H,0, 0.078 g It CuSO4-5H.,0, 0.01 g It M0Os, 2.0 g It (NH4)2.SO4 como fuente de
Ny 2.0 g I* de glucosa como fuente de C. Se incubaron los tubos en agitador térmico a 30°C y 100
rpm y se evaluo el crecimiento bacteriano a 1, 3 y 5 dias.
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Una vez confirmado el crecimiento bacteriano en medio DF completo, se repitio el protocolo de
lavado y se sembraron (por triplicado) 10 pL en medio DF con ACC como fuente de C y N.
(Penrose y Glick, 2003).

4.4.3 Deteccién de genes de Beta-propeller fitasa y 1-aminociclopropano-1-carboxilato

deaminasa

Doscientas cepas representativas que se desarrollaron en los medios PSM y DF fueron
escogidas al azar, y se les realizo Colony PCR para examinar la presencia de genes putativos

codificantes para BPP y ACC deaminasa.

4.4.3.1 Deteccidn de genes codificantes para Beta-propeller fitasa

Para examinar la presencia de genes putativos codificantes para BPP se utilizaron los
primers degenerados BPPf (5’-GAC GCA GCC GAY GAY CCN GCN ITN TGG-3’), BPPr (5°-
CAG GSC GCA NRT CIA CRT TRT T-3) (Huang et al., 2009) y DP1 (5’-GAY GCI GCI GAY
GAY CCI GC-3") yDP2 (5>-TCR TAY TGY TCR AAY TCI C-3”) (Tye et al., 2002). Para el set
de primers BPPf/BPPr se realizaron reacciones de 25 pL (5X Flexi GoTag PCR Buffer, 0,2 mM
dNTPs, 2 mM MgClz, 0,7 uM Primer BPPf, 0,7 uM Primer BPPr, 2,5 U GoTaq Taq Polymerase
[Promega Inc.] y 25 ng pl™ de templado), con el siguiente programa: 95°C por 5 min, 8 ciclos de
95°C por 30 s, 57°C por 30 s (disminuyendo 1°C por ciclo) y 72°C por 30 s. Luego, 27 ciclos de
95°C por 30 s, 48°C por 30 sy 72°C por 30 s, finalizando con 72°C por 5 min de extensién final
(Huang et al., 2009). Para el set de primers DP1/DP2 se realizaron reacciones de 25 pL (5X Flexi
GoTaq PCR Buffer, 0,2 mM dNTPs, 3 mM MgCl,, 0,5 uM Primer DP1, 0,5 puM Primer DP2, 2,5
U GoTaq Taq Polymerase [Promega Inc.] y 25 ng ul™ de templado). El programa utilizado fue:
95°C por 2 min, 30 ciclos de 94°C por 45 s, 47°C por 45 s, 72°C por 1’ y 75°C por 5 min de
extension final (Jorquera et al., 2011). Los productos fueron corridos en geles de agarosa-TAE
1,5% tefiidos con bromuro de etidio a 130 v por 30 min y observados en transluminador UV para

verificar amplificacion.
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4.4.3.2 Deteccion de genes codificantes para 1-aminociclopropano-1-carboxilato deaminasa

La deteccion de genes putativos codificantes para ACC deaminasa (acdS) se realizo
mediante PCR utilizando los primers degenerados F1936 (5’-GHG AMG ACT GCA AYW SYG
GC-37), F1937 (5>-MGV AAG CTC GAA TAY MTB RT-3"), F1938 (5’-ATC ATV CCV TGC
ATB GAY TT-3") y F1939 (5’-GAR GCR TCG AYV CCR ATC AC-3’) descritos por Blaha et
al., 2006 en las siguientes combinaciones: F1936/F1938, F1936/F1939, F1937/F1938 vy
F1937/F1939 segun las condiciones descritas por Jorquera et al., 2012. Se realizaron reacciones de
25 pL (5X Flexi GoTaq PCR Buffer, 0,2 mM dNTPs, 1,5 mM MgCl», 0,3 uM Primer F, 0,3 uM
Primer R, 2,5 U GoTaqg Taq Polymerase [Promega Inc,]) con el siguiente programa: 94°C por 5
min, 35 ciclos de 94°C por 1 min, 52°C por 1 min, y 72°C por 2 min y un ciclo de extension final
de 75°C por 5 min. Los productos fueron corridos en geles de agarosa-TAE 1,5% tefiidos con

bromuro de etidio a 130 v por 30’ y observados en transluminador UV para verificar amplificacion.

Finalmente, 25 cepas aisladas que amplificaron los fragmentos descritos segun literatura aisladas
desde los tres ambientes mencionados fueron seleccionadas como PGPR putativas, se verifico su
pureza mediante siembra por estrias en placas de medio LB y se almacenaron en medio LB/Glicerol

(70/30%) a -80°C para posteriores analisis.

4.5 Extraccion de ADN gendémico

Se realizé un protocolo de extraccion de ADN gendmico (Wilson, 1997) modificado en este
estudio para confirmar la presencia de los genes en muestras purificadas de DNA. EIl protocolo
consto de los siguientes pasos: Centrifugado de 1.5 mL de cultivo bacteriano saturado por 5 min a
5000 rpm, se descart6 el sobrenadante y se resuspendio el pellet formado en 567 pL de buffer TE,
30 pL de SDS 10% y 3 pL de proteinasa K 20 mg mL™ (volumen final: 600 pL), luego se agito en
vortex por 5 sy se incubo a 37°C por 1 h. Posteriormente se afiadieron 100 puL de NaCl 5M y 80
pL de solucion CTAB/NaCI, se llevd a vortex por 5 s 'y se incubo por 10 min a 65°C. Se afiadieron
700 pL de cloroformo:isoamilalcohol (24:1) y se centrifugo durante 5 min a 13000 rpm y 25°C. Se
rescatd el sobrenadante (400 pL), en un tubo nuevo se le afadid 1 volumen de

fenol:cloroformo:isoamilalcohol (25:24:1) y nuevamente se centrifugo a 13000 rpm durante 5 min
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y 25°C. El sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo y el ADN gendmico se precipito mediante
0.6 volimenes de isopropanol. Los tubos fueron llevados a centrifuga a 10000 rpm por 5 min y se
descartd el sobrenadante. El pellet fue lavado con etanol 70%, secado al aire y luego llevado a
concentrador por 15 min a 30°C. Finalmente el ADN genomico fue resuspendido en Buffer TE pH
8.

4.5.1 Identificacion de Rizobacterias promotoras del crecimiento putativas

Las 25 cepas seleccionadas como PGPR putativas fueron identificadas parcialmente
mediante secuenciacion del gen 16S rRNA. Mediante PCR se amplificaron fragmentos del gen
utilizando los primers 27f (5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’) y 1492r (5’-TAC GGY
TAC CTT GTT ACG ACT T-3) (Peace et al., 1994). Las reacciones se realizaron en 55 pL de
volumen final (5X Flexi GoTaq Colorless PCR Buffer, 0,2 mM dNTPs, 1,5 mM MgCI2, 0,2 uM
Primer 27f, 0,2 uM Primer 1492r, 1,5 U GoTaq Taq Polymerase (Promega Inc.), 25 ng pL* de
templado) y se llevaron a termociclador con el siguiente programa: 94°C por 5 min, 35 ciclos de
94°C por 1 min, 52°C por 1 min, 72°C por 2 min y 75°C por 5 min para extension final.
Posteriormente se utilizaron 2 uL para cuantificacion espectrofotométrica (concentracién, relacion
260/280 y 230/260). Se verifico amplificacion mediante corrida en geles de agarosa-TAE 1,5%
tefiidos con bromuro de etidio a 130 v por 30 min.

Los productos de PCR fueron transferidos a tubos eppendorf de 1,5 mL y enviados a secuenciar en

ambos sentidos a Macrogen Inc, Korea.

4.6 Produccion de acido indol acético por Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal

putativas

La produccién de AIA se determind colorimétricamente a partir de los 25 aislados PCR
positivos a 530 nm utilizando el reactivo Salkowski (Patten y Glick, 2002). Se cultivaron los
aislados bacterianos (por triplicado) en agitacion por 2 dias a 30°C en medio LB suplementado con
triptofano 1 mg ml* como precursor del AIA. Posterior a la incubacion, los cultivos fueron

centrifugados a 3000 rpm por 10 min a 4°C, 1 mL de sobrenadante fue combinado con 2 mL de
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reactivo Salkowski (150 mL de H2SO4 98%, 7,5 mL de FeCls - 6H20 0,5 M y 250 mL de agua
destilada) e incubados a temperatura ambiente por 30 min. La cuantificacion de AlA fue llevada a
cabo con una curva estandar con concentraciones conocidas de AlA puro (Sigma-Aldrich, Co.) en

un lector de microplacas (Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer, Thermo Scientific).
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5. RESULTADOS

5.1 Recuento de unidades formadoras de colonias bacterianas

El recuento total de rizobacterias heterotroficas cultivables en medio NM-1 revelo mayor
abundancia en la rizdsfera de suelos muestreados en la Region de la Araucania, (1-10x10° UFC g
! suelo) comparado con los recuentos bacterianos del Desierto de Atacama y la estepa Patagénica
(1-5x10° UFC g suelo). Resultados similares fueron observados en el medio SE (Extracto de
suelo), sin embargo en este medio solo se observo crecimiento bacteriano en muestras extraidas

desde la Regién de La Araucania.

5.2 Comunidades microbianas, su composicion y estructura

La secuenciacion de 36 bandas del analisis DGGE de las comunidades rizosfericas (Figura
4; Anexo 1) revelo la presencia de Enterobacteriales en todos los suelos rizosfericos analizados
(bandas 5, 11, 13, 14, 15, 20, 21, 22, 25, 31, 33, 34 y 36). Asimismo, Sphingobacteriales solo
fueron observados en muestras tomadas desde la Region de La Araucania (bandas 10, 19 y 23).
Actinomycetales y Rhizobiales fueron detectados en suelos fértiles (bandas 4, 9, 17, 18 y 24) y
aridos (bandas 27, 28, 30, 32), con excepcion de un suelo fértil no manipulado durante 10 afios
(PS1), donde no se encontrd ninguno de los dos géneros mencionados. La presencia de
Pseudomonales fue encontrada en el Desierto de Atacama y también en una muestra de la Region

de La Araucania.

El dendrograma y el analisis nMDS (Figura 5) revelaron grandes diferencias entre los ambientes
de acuerdo a su fertilidad, separandose en tres grupos. Patagonia, Desierto de Atacama y Region
de La Araucania. En el grupo correspondiente al Desierto de Atacama, se aprecia la cercania con
comunidades rizobacterianas de dos suelos de la Regidn de La Araucania, PS1 corresponde a un
suelo no manejado desde hace 10 afios aproximadamente. De igual NP tampoco presenta manejo

agronomico.
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Figura 5. (a): Analisis nMDS de las comunidades rizobacterianas; (b): Dendrograma originado a

partir de DGGE.
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5.3 Aislamiento de PGPR putativas

En todas las rizésferas analizadas fue posible detectar rizobacterias con la capacidad de
solubilizar el fitato o utilizar ACC como fuente de C-N (Figuras 6 y 7). En cultivos realizados en
medio PSM, suelos fértiles de la region de La Araucania (CC1, CC2, PS1y PS2) revelaron mayor
presencia de genes codificantes para BPP con un 7-29% de abundancia. En muestras provenientes
de suelos aridos (AD, PT) y una muestra de suelo fértil no manejado de la Region de La Araucania
(NP) solo se encontré la presencia del gen en 2-22% de las cepas estudiadas. En relacion a la
presencia del gen acdS en medio PSM se encontrd en un 9-27% y un 12-32% en aislados fértiles

de la region de La Araucania y los suelos &ridos (AD, NP y PT) respectivamente.

En medio DF se encontr6 mayor abundancia del gen acdS, con un 21-29% y 6-28% para suelos
productivos (CC1, CC2, PS1 y PS2) y ambientes aridos, semi-aridos, ademas de un suelo de La
Region de La Araucania no intervenido (AD, NP y PT). Respecto a la presencia de genes
codificantes para BPP, existe 0-26% y 0-18% de abundancia para las distribuciones ya

mencionadas.

Se obtuvieron 25 aislados bacterianos con potenciales rasgos PGPR a partir de las distintas

rizosferas analizadas (Tabla 1).

Tabla 1. Aislados positivos para los genes Beta-propeller fitasa (BPP) y acdS

Suelos fértiles BPP acdS Suelos aridos BPP acdS
CC1-ACC-3.13 + AD-PHY-80°C-7.10 +
CC1-PHY-80°C-4.22 + PT-ACC-10.2 +
CC1-PHY-80°C-4.26 + PT-PHY-80°C-11.1 +
CC1-ACC-3.12 + PT-PHY-8.16 +
CC2-ACC-3.24 + AD-PHY-80°C-7.21 +
CC1-PHY-80°C-4.24 + PT-ACC-10.6 +
CC1-ACC-3.14 + PT-PHY-8.9 +
PS2-ACC-5.10 + PT-PHY-10.3 +
CC1-ACC-3.16 + + PT-PHY-10.1 +
CC1-ACC-3.3 +

NP-PHY-2.8 +

CCl1-ACC-34 +

CC2-PHY-80°C-4.20 +

CC2-PHY-4.4 +

PS1-PHY-80°C-6.18 +

PS2-ACC-5.12 +

CC: Cultivo de cereales; Ps: Pastura; NP: Parque Nacional Conguillio; AD: Desierto de Atacama; PT: Estepa Patagonica
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Figura 6. (a): Medio PSM con bacterias que utilizan fitato como fuente de P; (b): Medio DF-

ACC con aislados que presentan actividad ACC deaminasa

Figura 7. (a) Electroforesis de producto PCR del gen codificante para BPP;

(b): Electroforesis de producto PCR del gen acdS.
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5.4 Identificacién de Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal putativas
5.4.1 Extraccion de ADN gendémico

El protocolo de extraccion de ADN gendomico fue efectivo con los 25 aislados
seleccionados, presentando todos concentraciones de DNA superiores a los 50 ng ul? y valores
entre 1.8 'y 2.0 en la relacion 260/280.

5.4.2 Caracterizacion de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal putativas

La secuenciacion de los 25 aislados seleccionados revelo la abundancia del orden
Enterobacteriales (Anexo 2). Del total de aislados solo dos se encontraron fuera de este orden,
correspondientes a un representante del orden Bacilliales y otro del orden Pseudomonales. Un

aislado no pudo ser secuenciado.

5.5 Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal putativas productoras de acido indol-

3-acetico

Los 25 aislados bacterianos analizados para la produccion de AlA tienen la capacidad de
producir esta fitohormona en presencia de triptéfano (Tabla 2). En CC1, CC2, PS1, PS2 y NP la
produccion de AIA fue superior que en los otros dos ambientes (desde 7.8 a 67.7 pg ml™; Promedio:
44.9 pg ml'), en comparacion a AD y PT donde las concentraciones fueron 50% menores (AD:
desde 14,53 a 22,56 pg mlt; Promedio: 18,5 ng mI™t) (PT: desde 9,19 a 21,38 pg ml; Promedio:
14,77 ug mIY). La prueba bioquimica no pudo ser realizada al aislado AD-PHY-80°C-7.21.
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Tabla 2. Produccion de AIA en bacterias portadoras de los genes Beta-propeller fitasa (BPP) y

acds.

Suelo Fertil*

Produccion de AIA

Suelo Arido**

Produccién de AIA

(ug ML) (ug mL™)
CC1-ACC-3.13 67,71 + 6,85% AD-PHY-80°C-7.10 22,56 +6.73
CC1-PHY-80°C-4.22 65,74 + 13,51 PT-ACC-10.2 21,38 +17,64
CC1-PHY-80°C-4.26 62,10 £ 21,45 PT-PHY-80°C-11.1 18,47+ 1,40
CC1-ACC-3.12 60,51 + 4,86 PT-PHY-8.16 15,93 + 0,36
CC2-ACC-3.24 60,40 + 6,47 AD-PHY-80°C-7.21 il
CC1-PHY-80°C-4.24 54,77 + 30,33 PT-ACC-10.6 14,26 + 3,88
CC1-ACC-3.14 53,99 £ 15,80 PT-PHY-8.9 12,59 +£1,50
PS2-ACC-5.10 49,94 + 2,90 PT-PHY-10.3 11,57 + 6,07
CC1-ACC-3.16 44,34 + 18,65 PT-PHY-10.1 9,19+1,.87
CC1-ACC-3.3 40,36 + 7,86
NP-PHY-2.8 35,28 £ 0,30
CC1-ACC-34 34,45+ 11,52
CC2-PHY-80°C-4.20 32,63 £ 9,86
CC2-PHY-4.4 26,08 + 15,49
PS1-PHY-80°C-6.18 23,05+7,18
PS2-ACC-5.12 7,78 £ 3,54

3L os valores representan el promedio + error estandar.

*Cultivo de cereales, pasturas y Parque Nacional Conguillio; **Desierto de Atacama, Estepa Patagonica.
***Medicion no realizada.



32

6. DISCUSION

Dentro de los contrastes que presenta Chile a nivel climatico, geografico y vegetativo no es
extrafio que al estudiar distintas regiones del pais encontremos diferencias significativas en
distintos ambitos. La Region de La Araucania se caracteriza por ser una de las regiones del pais
con mayor actividad agropecuaria, por lo que la busqueda de alternativas que permitan un aumento
en la sustentabilidad de la produccion agronémica (como mejoras en la recuperacion de P organico
y aumento de tolerancia a diversos estreses abiodticos) es una prioridad a nivel cientifico. Este
enfoque, va de la mano con el actual cambio climético que progresivamente afecta al planeta desde
principios del siglo pasado, por lo que el desarrollo de nuevas tecnologias agronémicas debe ir a la
par con combatir los efectos adversos a los que se enfrentan todos los ecosistemas al cambiar el
clima. Respecto a lo mismo, en otras regiones de Chile (como el Desierto de Atacama vy la estepa
Patagonica) no se han efectuado estudios a nivel de rizésfera debido al poco interés productivo que

estos generan.

6.1 Recuento de unidades formadoras de colonias bacterianas

Para el Desierto de Atacama, el recuento de unidades formadoras de colonias bacterianas
arrojo resultados disimiles a aquellos encontrados por Paulino-Lima et al., (2013), que reportaron
1x10° - 1x10” UFC g*. Distintamente, los resultados se identifican con Lester et al., (2007). Es
necesario mencionar que ambas publicaciones exploraron el niimero de UFC g presentes a nivel
de suelo y no precisamente a nivel de rizosfera. Ademas, esto puede ser atribuible como fue
mencionado por Paulino-Lima et al., (2013), al medio de cultivo utilizado, que podria afectar el
crecimiento de diversas bacterias presentes en la muestra. A pesar de ello, el hecho de que los dos
ambientes con suelos aridos (AD y PT) estudiados presenten rangos de UFC g " similares sugiere
que en ambientes sin actividad intensiva el nimero de UFC g disminuye, debido a que las
condiciones edafoclimaticas no se permite el desarrollo de las comunidades microbianas de manera
optima. Dichos resultados, se reflejan en el analisis nMDS realizado. Asimismo, el hecho de que
en medio SE (Extracto de suelo) no se haya observado crecimiento bacteriano de ambos ambientes,

sugiere que las bacterias rizosfericas de ambos suelos aridos se encuentran fuertemente adaptadas
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a esas condiciones. Esto indica que la férrea adaptacion que estas comunidades rizobacterianas
presentan. Debido al pequefio volumen de estudios de rizdsfera en el Desierto de Atacama y la
estepa Patagonica, es posible que los resultados varien de acuerdo a las distintas plantas que se
desarrollan en suelos aridos. Respecto al nimero de UFC g encontrado en rizosfera de la Region

de La Araucania, dichos resultados se condicen con aquellos obtenidos por Jorquera et al., (2008).

6.2 Comunidades rizobacterias, su composicion y estructura

La secuenciacion de bandas de DGGE revelo la presencia de los 6rdenes Enterobacteriales,
Sphingobacteriales, Actinomycetales, Rhizobiales y Pseudomonales en ambientes con suelos
fértiles y también aridos. La presencia de estos drdenes ha sido descrita anteriormente en plantas
de interés agronomico como Sorghum bicolor L. (Ramond et al., 2013) y también en suelos donde
se realizan cultivos rotativos de Triticum durum, Zea mays, Avena sativa, Lolium perenne,
Hordeum vulgare y Vicia faba (Pastorelli et al., 2013) mediante PCR-DGGE. De igual modo,
Actinobacteria, Sphingobacteria y Proteobacteria han sido descritos como habitantes de la
rizosfera de arbustos, hierbas y bosques tanto en desiertos como en montafias (Bardhan et al., 2012;
Jorquera et al., 2012; Saul-Tcherkas et al., 2013).

Sphingobacteriales, Enterobacteriales y Rhizobiales han sido reportados de igual manera en suelos
del sur de Chile (Bricefio et al., 2010; Cea et al., 2010; Jorquera et al., 2010) y se sugiere que segun
los resultados obtenidos Enterobacteriales, Actinomycetales y Rhizobiales son géneros dominantes
en los ambientes estudiados. Asimismo, Sphingobacteriales y Pseudomonales pueden ser menos
abundantes, o especificos de algun tipo de rizosfera en particular. Para llegar a resultados mas
robustos, se hace necesaria la aplicacion de técnicas modernas como Pirosecuenciacion, de modo

que podamos describir la rizosfera de diversos ambientes de Chile de manera mas eficiente.

El dendrograma y analisis nMDS revelaron que la estructura de las comunidades rizobacterianas
difiere significativamente de acuerdo a los ambientes con distintos regimenes climaticos
estudiados, Marschner et al (2001) sefialaron que el tipo de suelo, contenido de P, Cy N, y el lugar
de la raiz desde donde se muestree afectan directamente la composicion de las comunidades. Todo

esto puede alterar el nimero de UFC g 1. Otros estudios reafirman lo sefialado por Marschner et
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al (2001) en funcion al contenido de C (Bausenwein et al., 2008), asi como por pardmetros edaficos
como el pH (Fierer y Jackson, 2006). Sin embargo, los resultados obtenidos en este estudio no son
atribuibles a un factor en particular, tomando en cuenta que solo se realiz6 una exploracion de la

diversidad rizobacteriana.

6.3 Aislamiento y caracterizacion de Rizobacterias promotoras del crecimiento putativas

En Chile, ya ha sido descrita anteriormente la presencia de PGPR en suelos de caracter fértil
(Acuhaetal., 2013; Jorquera et al., 2008; Martinez et al., 2011; Shoebitz et al., 2009). La obtencion
de aislados PGPR putativos para la producciéon de las enzimas Beta-propeller fitasa y ACC
deaminasa desde todos los ambientes, revela que ambos mecanismos PGPR se encuentran
ampliamente distribuidos, ejemplo de ello es la presencia de los genes estudiados en el Desierto de
Mohave, California (Jorquera et al., 2012). En la Region de La Araucania, la forma mas abundante
de P, corresponde a fitato (Borie y Rubio, 2003) debido a la alta presencia de iones en el suelo
(como Fe**, Ca?* y AI*"). El aislamiento de cepas con la capacidad de producir la enzima Beta-
propeller fitasa sugiere que a nivel de rizosfera existen mecanismos que permiten la degradacion

de fitato en suelos fértiles de caracter productivo en la Region de La Araucania.

Respecto a la presencia del gen codificante para Beta-propeller fitasa en rizosfera de plantas del
Desierto de Atacama sugiere que en condiciones adversas como lo es la aridez, se han desarrollado

mecanismos para proveer a las plantas de las concentraciones de P necesarias para la supervivencia.

La gran abundancia del gen acdS en todas las muestras, revela que al igual que en el caso de la
degradacion del fitato, este mecanismo puede haberse desarrollado de forma paralela para ayudar
a las plantas a tolerar diversos tipos de estrés, independiente del tipo de suelo. Para esta enzima en
particular, se ha descrito su participacion en procesos de fitorremediacion (Arshad et al., 2007),
tolerancia a sequia (Belimov et al., 2009), tolerancia a metales pesados (Ma et al., 2011) y alta
salinidad (Jalili et al., 2009). Es asi, que en Regién de La Araucania, esta enzima podria jugar un
rol sobre la tolerancia a las altas concentraciones de AlI?* de los suelos (Mora et al., 2006) y la
progresiva sequia presente en los suelos de La Araucania, consecuencia del cambio climatico. En

los suelos del Desierto de Atacama y la estepa Patagonica, la enzima podria actuar regulando el
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estrés abidtico atribuible a salinidad y sequia, aumentando la tolerancia a este, y prolongando
permitiendo indirectamente el desarrollo de la flora en estos suelos.

6.4 Produccion de &cido indol-3-acetico por Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal

putativas

Interesantemente, una mayor produccion AlA fue detectada en PGPR aisladas desde la
Region de La Araucania, desarrolladas principalmente en suelos de uso agronomico, en
comparacion con otros suelos que no han sido perturbados como el Desierto de Atacama o las
estepas patagonicas. Esto, difiere de estudios realizados a los suelos productivos de la Regién de
La Araucania (Martinez et al., 2011), donde la aplicacion intensiva de fertilizantes nitrogenados
afecto la densidad poblacional de bacterias productoras de AIA. Asimismo, la alta presencia de
cationes (Fe3*, AI¥* y Mn?*") caracteristicos de los suelos de La Region de La Araucania, ha
exhibido un efecto inhibitorio en la produccion de AIA en especies de Bacillus aisladas desde
pasturas (Acufia y Jorquera, 2011). La menor produccion de AlA en aislados obtenidos desde
suelos aridos, sugiere que estos microorganismos podrian estar adaptados para apoyar el desarrollo
de la planta con la cual interactian, pero de manera que estas sean capaces de soportar las
condiciones adversas de la rizdsfera, por sobre un aumento del crecimiento en términos de biomasa.
A pesar de ello, diversos estudios evidencian variabilidad en la produccion de AIA en suelos
desérticos: 15.6 pg mL™? (Gulati et al., 2009); 25 ug mL?* (Goswami et al., 2014) y 38 pug mL™*
(Goswami et al., 2014).
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7. CONCLUSIONES

Es posible establecer diferencias entre la estructura y composicién de las comunidades
rizobacterianas de las tres rizosferas muestreadas (Desierto de Atacama, estepa Patagonica y
Region de La Araucania). Donde la Region de La Araucania se caracterizO por presentar
comunidades rizobacterianas de mayor tamafio, factor atribuible a mejores condiciones para su

desarrollo y proliferacion.

Existe presencia de rizobacterias con las potenciales caracteristicas PGPR de interés (produccién
de la enzima Beta-propeller fitasa y 1-aminociclopropano-1-carboxilato deaminasa) en suelos
rizosfericos con condiciones de aridez (Desierto de Atacama y estepa Patagonica) asi como de
fertilidad (Region de La Araucania). Ambos mecanismos, asi como también la produccion de acido
indol-3-acetico ya estaba descrita para la Region de La Araucania. Sin embargo, para el Desierto
de Atacama y la estepa Patagdnica, estas caracteristicas (que no habian sido descritas para ambos

tipos de suelo), han permitido promover el crecimiento de plantas en condiciones adversas.

La presencia y abundancia de bacterias con rasgos PGPR de interés en ambientes adversos, podria
ser una potencial fuente de rizobacterias que permitan un mejor aprovechamiento de suelos aridos,
infértiles o desfavorables. La fuerte adaptacion de estas rizobacterias, aparenta ser resultado de
largos procesos de seleccidn y adaptacion naturales, los que también podrian ser aprovechados para
aumentar la degradacion de fitato y 1l-aminociclopropano-1-carboxilato en la elaboracion de
productos Biofertilizantes. Dichos productos, podrian ser aplicados para combatir deficiencias de

Pi, y estreses abioticos como sequia y alta salinidad.

A pesar de los resultados obtenidos, es necesario realizar estudios en profundidad de la rizésfera
del Desierto de Atacama y la estepa Patagdnica Chilena, a modo de reafirmar las conclusiones de
este estudio, mediante la exploracion de la microbiota rizosferica de los diversos tipos de planta

que en ambos ambientes se desarrollan.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Taxonomia, y secuencias mas cercanas reportadas en bases de datos segun bandas DGGE.

Banda®  Grupo taxonomico b Origen  Secuencia reportada mas cercana (No. Acceso) Identidad®
1 Bacteroidetes; Sphingobacteria, Sphingobacteriales CC1 Uncultures bacteroidetes from rhizosphere (FR820567) 91%
2 Bacteroidetes; Sphingobacteria, Sphingobacteriales CC1 Uncultured Flavitalea sp. From rhizosphere (JX114387) 100%
3 Bacteroidetes; Sphingobacteria, Sphingobacteriales CC1 Uncultured Flavisolibacter sp. from soil (KC172285) 99%
4 Proteobacteria, Alphaproteobacteria, Rhizobiales cc1 Uncultured Bradyrhizobiaceae bacterium (EF019846) 100%
5 Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Enterobacteriales CC1 Citrobacter freundii str. CF-5 isolated from soil (KF372588) 100%
6 Bacteroidetes; Sphingobacteria, Sphingobacteriales cc1 Uncultured bacteroidetes from rhizosphere (JF703485) 100%
7 Bacteroidetes; Sphingobacteria; Sphingobacteriales cc1 Uncultured endophytic bacterium from Juncus trifidus (HE815433) 99%
8 Bacteroidetes; Sphingobacteria; Sphingobacteriales CC1 Uncultured Chitinophagaceae from rhizosphere (3X114430) 100%
9 Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales CC1 Uncultured bacterium from mountain soil (KC554184) 98%
10 Bacteroidetes; Sphingobacteria; Sphingobacteriales cec2 Uncultured bacterium from tar pit soil (JN645883) 100%
11 Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales CC2 Providencia vermicola str. BAB-205 from soil (KF535113) 100%
12 Proteobacteria; Deltaproteobacteria Ccc2 Uncultured bacterium from rhizosphere biofilm (GU375786) 98%
13 Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales PS1 Citrobacter freundii str. BAB-173 from soil (KF535108) 100%
14 Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales PS1 Citrobacter freundii str. BAB-1679 from contaminated soil (KF535142) 100%
15 Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales PS1 Citrobacter freundii str. BAB-1679 from contaminated soil (KF535142) 100%
16 Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pseudomonales PS1 Pseudomonas sp. str. W14 from soil (KF560384) 100%
17 Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales PS1 Arthrobacter oxydans from soil (EF154243) 99%
18 Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales PS1 Rhodococcus sp. str. W34 from soil (KF560405) 99%
19 Bacteroidetes; Sphingobacteria; Sphingobacteriales PS2 Niabella sp. str. ICM 1-15 from metal-contaminated agricultural soil (KF289904)  100%
20 Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales  PS2 Citrobacter freundii str. BAB-188 from soil (KF535109) 100%
21 Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales NP Rahnella aquatilis str. VRT-251 from rhizosphere (KF201685) 100%
22 Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales NP Citrobacter freundii str. BAB-1679 from contaminated soil (KF535142) 100%
23 Bacteroidetes; Sphingobacteria; Sphingobacteriales NP Uncultured Flavisobacter sp. from ginger soil (KC172285) 100%
24 Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales NP Bradyrhizobium sp. str. UTPF23a from rice soil (AB769185) 99%
25 Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales NP Citrobacter freundii str. BAB-1679 from contaminated soil (KF535142) 100%
26 Acidobacteria PT Uncultured soil bacterium from PAH-contaminated soil (FQ659446) 92%
27 Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales PT Uncultured alpha proteobacterium from antactic soil (EF221137) 100%
28 Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales PT Bradyrhizobium sp. str. M3 from sugar cane rhizosphere (KF113103) 100%
29 Proteobacteria; Alphaproteobacteria PT Uncultured alpha proteobacterium from Empetrum rubrum soil (EF220599) 100%
30 Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales PT Bradyrhizobium sp. str. S452 from arsenic enriched soil (GU731241) 99%
31 Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales  AD Citrobacter freundii str. BAB-1679 from contaminated soil (KF535142) 100%
32 Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales AD Rhodococcus erythropolis str. VOL from soil (KF499507) 99%
33 Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales  AD Citrobacter freundii str. BAB-1679 from contaminated soil (KF535142) 100%
34 Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales ~ AD Uncultured Citrobacter sp. str. OTU17 from soil 100%
35 Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pseudomonales AD Pseudomonas sp. str. W14 from soil (KF560384) 100%
36 Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales AD Rahnella aquatilis str. VRT-251 from rhizosphere (KF201685) 100%
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b La asignacion filogenética esta basada en analisis de secuencias reportadas en el RDP Classifier (http://rdp.cme.msu.edu/classifier/classifier.jsp) o Base de datos GenBank de NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
¢Basado en la secuenciacién parcial del gen 16s rRNA y su comparacion con la base de datos GenBank utilizando MegaBlast.
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Anexo 2. Taxonomia, y secuencias mas cercanas reportadas en bases de datos de aislados PGPR putativos.

Strain? Taxonomic Group® Closest relatives o cloned sequences (accession Identity ©
no.)

CC1-ACC-3.13 Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Enterobacter sp. strain YT4 (HQ143573) 100%
Enterobacter

CC1-PHY-80°C-4.22 Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Enterobacter ludwigii strain CL2 (KF747684) 99%
Enterobacter

CC1-PHY-80°C-4.26 Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Enterobacter ludwigii strain CL2 (KF747684) 99%
Enterobacter

CC1-ACC-3.12 Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Enterobacter cloacae strain PYPBO08 (JF346895) 100%
Enterobacter

CC2-ACC-3.24 Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Enterobacteriaceae bacterium SAP840.3 99%
Enterobacter (JX067715)

CC1-PHY-80°C-4.24  Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Enterobacter sp. strain YT4 (HQ143573) 99%
Enterobacter

CC1-ACC-3.14 Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Enterobacter ludwigii strain S7 (KF439812) 99%
Enterobacter

PS2-ACC-5.10 Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Serratia Uncultured Serratia sp. clone WRFC90 (JX294740) 99%

CC1-ACC-3.16 Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Rahnella Rahnella sp. JN27 (KC951571) 100%

CC1-ACC-3.3 Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pseudomonadales; Pseudomonadaceae; Pseudomonas putida strain ZJF-G2 (KF367465) 100%
Pseudomonas

CC1-ACC-34 Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Enterobacter ludwigii strain CL2 (KF747684) 99%
Enterobacter

CC2-PHY-80°C-4.20 Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Enterobacter ludwigii strain CL2 (KF747684) 99%
Enterobacter

CC2-PHY-4.4 Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Enterobacter ludwigii strain CL2 (KF747684) 99%
Enterobacter

PS1-PHY-80°C-6.18 Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Pantoea Pantoea sp. KJ-47 (KF598854) 100%

PS2-ACC-5.12 Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Serratia Serratia sp. NW-2013-R10 (HG423565) 99%

NP-PHY-2.8 Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Leclercia Leclercia adecarboxylata strain EG88 (KC122711) 100%

AD-PHY-80°C-7.10

PT-ACC-10.2 Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Rahnella Rahnella aquatilis strain VRT-251 (KF201685) 100%

PT-PHY-80°C-11.1 Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Serratia Uncultured Serratia sp. clone WRFC90 (JX294740) 99%

PT-PHY- 8.16 Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Lelliottia Enterobacter amnigenus, isolate p412 (AM062693) 100%

AD-PHY-80°C-7.21 Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Bacillaceae; Bacillus Bacillus amyloliquefaciens HPCAQB14 of 100%

halotolerant plant (KF861603)

PT-ACC-10.6 Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Serratia Serratia sp. QW45 (KF737382) 95%

PT-PHY-8.9 Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Pantoea Pantoea sp. KJ-47 (KF598854) 99%

PT-PHY-10.3 Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Rahnella Rahnella sp. JN27 (KC951571) 100%

PT-PHY-10.1 Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Serratia Serratia sp. NW-2013-R10 (HG423565) 99%

2 Aislado bacteriano
b La asignacion filogenética esta basada en analisis de secuencias reportadas en el RDP Classifier (http:/rdp.cme.msu.edu/classifier/classifier.jsp) o Base de datos GenBank de NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
¢Basado en la secuenciacién parcial del gen 16s rRNA y su comparacion con la base de datos GenBank utilizando MegaBlast.



